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(54) Tltrc : PROCHDE DE DETECTION DE MICROORGANISMBS RESISTANTS A LA MBTICILL1NB 

(57) Abstract: The invention relates to a novel sotfd medium fox detecting meticflli n-resistant micro-organisms, containing an antibi- 
otic selected from the cephalosporin group, particularly second and third generation, and a chromogerric agent bearing a chromophore 
which is released after hydrolysis with an active enzyme in said micro-organisms. 

(57) Abrcgc : L'inveniion se rapporle a on nonveau milieu solide de detection de rnicrborgamsmes rfsislants & la mfilicilline, dans 
lequel sont presents un antibiotique choisi dans le groupe des cephaJosporines notarrunent de seconde du troisieme generation, et un 
agent chromogene portent un chromophore libereapres hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits microorgarasmes. 
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PROCEDE DE DETECTION DE MICROORGANISMES 
RESISTANTS A LA METICILLINE 

L'invention se rapporte k un nouveau milieu geiifiS de detection de 
5 microorgariismes resistants k la meticilline, dans lequel sont presents un 
antibiotique choisi dans le groupe des cephalosporins notamment de seconde ou 
troisfeme generation, et un agent chromogfcne portant un chromophore I\b6r6 apres 
hydrolyse avec une enzyme active chez lesdits microorganismes. 

La detection systematique des Staphylococcus aureus resistants A- la 
1 0 meticilline (aussi ecrite raethicilline) (MRSA) est importante. 

En effet, bien que les MRSA ne semblent pas plus virulents que les MSSA, 
(Staphylocoques dores sensibles k la meticilline), leurs infections sont plus difficiles 
et on^reuses k traitser. Ceci est du a ce que la meti-rdsistance confSre la resistance k 
toutes les beta-lactamines et que cette resistance est tr£s souvent associee k des 
1 5 resistances 4 de nombreux autres antibiotiques antistaphylococciques majeurs (Lyon 
et Skurry, Microbiol. Rev. 51 ; 88 - 134) 

Pour cette detection on a parfois utilise des milieux de croissance geloses 
suppiementes k la meticilline. Cette raethode est maintenant souvent abandonnee 
car elle detecte mal certaines souches MRSA, en particulier des souches 
20 heterogenes dans Iesquelles des populations bacteriennes contiennent une 
proportion trfcs faible de bacteries franchement resistantes k la meticilline (dans 
Iesquelles 1 bacterie sur 10 4 ou 10 8 exprime la resistance). Cette methode donne un 
nombie importarit de resultats faux n6gatifs, 

L'utilisation de milieux de croissance geloses supplements k Toxacilline est 
25 frequente mais, comme avec la' meticilline, certaines souches sont difficiles k 
detecter. 

De plus, pour que ces antibiotiques (meticilline, oxacilline) fonctionnent k 
peu pifcs efficacement comme supplements seiectifs, on est contraint de n'employer 
que certains milieux de croissance. En consequence les milieux proposes k 
30 lHitilisateur sont par exemple des derives du Muller Hinton Agar ou du Mannitol 
Salt Agar. Malheureusemenl pour Putilisateur ces milieux sont souvent peu 
discriminants pour. I'espfece £ aureus ce qui diminue encore la sensibility et la 
specificite. 
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On a propose des milieux de croissance geloses supplementes a la 
tobramycine ou I'ofloxacine, soit dans des bases peu discriminantes (d6rivees du 
Mannitol salt Agar par exemple), soit dans la base tres discriminante du 
CHROMagar Staph aureus, mais la correlation avec la resistance a la meticilline est 
5 mediocre d'ou un exces de faux positifs et de faux negatifs. 

On utilise aussi la methode de diffusion sur gelose, par exemple la gelose 
Mueller Hinton, qui consiste a deposer des disques de papier impregnes 
d'antibiotiques sur une gelose ensemencee avec la bacterie a etudier. II s'etablit dans 
la gelose un gradient de concentration d'antibiotique autour de chaque disque. Apres 
1 0. incubation, il se produit un halo d'inhibition autour de chaque disque qui permet de 
mesurer un diametre, qui reflete la valeur de la CMI (concentration minimale 
d'inhibition, concentration niinimale pour laquelle aucune croissance des 
microorganismes n'est detectee). 

La presente invention se rapporte a un milieu de culture gelose permettant 
15 de detecter les microorganismes resistants a la meticilline, et en particulier ies 
staphylocoques, notamment les staphylocoques dores, avec une bonne sensibilite et 
une bonne specificite. 

Amsi, dans le cadre de la presente invention, on utilise les capacites 
discriminantes des milieux chromogenes, en combinaison avec les proprietes des 
20 antibiotiques de la famiUe des cephalosporines de 2 6ms ou 3 toe generation, qui 
permettent de ddtecter les microorganismes resistants a la meticilline. 

L'invention se rapporte done a un milieu pour la detection de 
microorganismes resistants a la meticilline, comprenant, outre des nutriments 
permettant la croissance desdits microorganismes, au moins un antibiotique choisi 
25 dans le groupe des cephalosporines de seconde ou troisieme gdneration, et un agent 
chromogene Uberant un chromophore apres hydrolyse avec une enzyme active chez 
lesdits microorganismes. 

Les milieux de culture selon l'invention permettent une d6tection directe des 
microorganismes resistants a la meticilline, en raison de leur croissance sur le 
30 milieu selon l'invention et de la presence de(s) l'agent(s) chromogene(s), 
permettant de definir la nature du microorganisme. On n'a done pas besoin d'etape 
supplementaire de confirmation de la nature des microorganismes poussant sur le 
milieu selon l'invention. 
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Les milieux selon Pinvention permettent la detection de bact&ies resistantes 
k la m^ticilline, a partir d'un inoculum strte sur bofte, alors que la majorite des 
m&hodes de Tart anterieur utilisent un depdt d 1 environ 10 4 a 10 5 bacteries sur la 
. g&ose. On peut utiliser les milieux selon Pinvention directement k partir d'un 
5 prSlfevement k partir d'un patient, ou aprfes une phase d'enrichissement 

Par cephalosporine de seconde ou troisieme generation, on entend designer 
les antibiotiques de la famille des c£phalosporines presentant une fonnule d£riv£e 
de la formule (I) suivante : 




10 dans laquelle R2 est un groupement H, acetoxy-mdthyle, methyl-thiotetra2ale, 
dim6thyl-amino-6thyl-thiot^tra2ole, triazine, ac&amino-pyridine (pyridinium), ou 
pyridinium substitu£ par un groupement carbamoyl, cyclo-pento-pyridinium, 
thiom&hyl-ac&oxy-thiazole, Rl est un h£t£rocycle amino-2-thiazole, une a- 
pip6razine-dione, un a-sulfo-phinyle, et R4 est un groupement H ou un radical a- 

15 m&hoxy. 

En particulier, on entend designer les composes presentant la fonnule 
suivante : 



R4 




COOH 



dans laquelle R3 est un groupement H ou un groupement a-m£thoxy-imino. 
20 Dans un cas particulier, le groupement R4 est un hydrogfene. 

Les cdphamycines sont des composes dans lesquels ie groupement R4 est un 
radical a~m£thoxy, protegeant le noyau p~!actame de Phydrolyse par les P- 
lactamases et rdpondent k la formule suivante : 
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OMe 

Rl— CONH-4— t 



'1 



R2 

COOH 

Les oxacephems sont des composes dans lesquels Tatome soufre du noyau 
cdphem est remplace par un atome d'oxygfene, et sont considers comme derives de 
la forraule (I) presentee plus haut. 

R4 

Rl— CONH- 




En general, pour ces composes, le grouperaent R4 est un omethoxy. 
Une definition des cephalosporines ainsi envisag6es peut etre trouvee dans 
Binger (Mteanisme d'Action des Beta-lactanriines, ( de la structure bacterienne a !a 
structure de la molecule ), 1986 Roussel (Paris) editeur, chapitre III pages 47-62, et 

10 chapitre IV pages 63-68), et dans Pouvrage de Richmond (Beta-lactam antibiotics 
(the background to their use as therapeutic agents ), Hoechst Aktiengesellschaft, D- 
6230 Frankfurt (Main) 80 editeur, 1981, chapitre 3 pages 55-65). 

A titre accessoire, -on -peut noter que les cephalosporines de seconde 
generation presentent un meUleur effet que les cephalosporines de premiere 

15 generation contre les bacteries Gram negatives et re?istent mieux & la degradation 
par les ^-lactamases, les cephalosporines de troisieme generation presentant un 
spectre d'effet encore plus large vis-4-vis des bacteries Gram negatives. 

Paimi les cephalosporines de seconde et troisieme generation, on peut citer : 
loracaibef, cefaclor, . cefuroxime, cefprozil, cefoxitin (cefoxitan), cefamandole, 

20 cefotian, cefotetan, cefinetazole, cefocinide, ceforanide, cefpodoxirne, cefixirae, 
cefotaxime, ceftizoxime, ceftriaxone, ceftazidime, cefinenoxime, cefodizime, 
cefoperazone, cefepime,. cefpirome, cefsulfonide, cefetamete, ceftibutene, 
moxalactam, latamoxef et flomoxef; notamment sous forme de sels (sodiques). 
L'homme du metier peut obtenir des listes de tels composes, notamment sur 

25 Internet au site www.biam2.org ou www.fpnotebook.com. 
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Dans un mode de realisation prefer, ledit antibiotique est le cefamandole. 
Dans un autre mode de realisation, ledit antibiotique est choisi dans le 
groupe des cephamicines (cefoxitine, cefotetan, cefinetazole, cefbup6razone, 
cefininox) et des oxacephems (moxalactam, latamoxef ou flomoxef). 
5 Dans un mode de realisation prefer, ledit antibiotique est la cefoxitine. 

Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le cefinetazole. 
Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le moxalactam. 
Dans un mode de realisation prefere, ledit antibiotique est le cefotetan. 
La concentration en antibiotique dans le milieu selon Pinvention est-de 
1 0 preference comprise entre 0,5 et 50 mg/1, de preference 1,5 et 30 mg/I, en particuiier 
1,5 et 15 mg/1. Quelques essais de routine permettent k Phomme du metier de 
Pajuster en fonction de la CMI (concentration minimale d'inhibition, concentration 
minimale pour laquelle aucune croissance des microorganismes n'est detectee) des 
microorganismes considers pour Pantibiotique consider. 
15 H est & noter que panni les antibiotiques susceptibles d'entrer dans la 

composition d'un milieu de Pinvention, certains sont capables de conferer certaines 
proprietes audit milieu. Par exemple, la cefoxitine ou le cefinetazole conferent une 
stabilite particuliere, d'au moins 2 mois audit milieu. 

Par exemple, on a observe une stabilite d'au moins 2 mois pour un milieu 
20 conforme a Pinvention prepare avec de la cefoxitine k une concentration de 5 mg/1, 
ajoutee an milieu quand celui-ci est k une temperature de 48°C. La stabilite du 
milieu conforme k V invention a 6t6 portee k au moins 5 mois quand celui-ci a 6t6 
prepare avec du* cefinetazole k une concentration de 2,5 mg/1, ajoute au milieu 
lorsque celui-ci est k une temperature de 48°C. 
25 Par « stabilite du milieu », on entend designer la capacite du milieu 

conforme k Pinvention k permettre la detection selective de microorganismes 
resistants k la meticilline, en particuiier des staphylocoques dores, pendant un temps 
donne, avec la mSme fiabilite pendant toute la durte de la periode. 

II est egalement k noter qu'une autre cephalosporine, le flomoxef, presente 
30 quant k lui la capacite k conserver son activite antibiotique lorsqu'il est soumis k 
une temperature superieure k 100°C (sa resistance ayant meme 6t6 verifiee par les 
inventeursfi 121°C). 
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Une telle propriety permet de realiser un milieu conforme a P invention sous 
forme d'une unique poudre, ce qui limite consid6rablement les manipulations 
n&essaires k effectuer dans des conditions steriles pour la preparation de tout 
milieu de culture. Le flomoxef peut done Stre incorpord au milieu en preparation 
5 avant chauffage ce qui en facilite la preparation, Cet avantage n'est pas negligeable 
car est de nature a feciliter la tache de toute personne ayant k preparer de tels 
milieux, quelle que soit son experience en la mattere. 

Dans un mode de realisation preferf, lesdits microorganismes sont des 
staphyiocoques, et on utilise preferentiellement un agent chromog&rie choisi dans le 
1 0 groupe constitud du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 
3-indoxyl glucoside,ainsi que decrit dans la demande WO 00/53799. 

Les milieux de culture de S. aureus sont connus et decrits notamment dans 
le manuel "Oxoid Unipath Limited", Wade Road, Basingstoke, Hampshire, RG24 
OPW, Angleterre. II peut s f agir, par exemple de "Nutrient Agar Oxoid CM3", 
1 5 milieu essentiellement a base d'extraits de levure, de peptone et d'agar. 

Dans un mode de realisation prefer, ledit milieu de culture contient a la fois 
du 5-bromo 6-chioro 3^indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucoside. 

Les milieux selon la presente invention contiendront, de preference, de 0,01 
20 a 0,50 g/1, notamment de 0,05 k 0,40 g/1 de 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate, 
de preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside, de 
preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside, de 
preference de 0,01 a 0,20 g/1 de 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide. 

Dans un mode de realisation particulier, le milieu de culture selon 
25 Tinvention comporte, en outre, au moins Tun des deux agents chromogenes 
suivants : 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
glucuronide. 

Dans un mode de realisation particulier, ledit milieu contient en outre de la 
deferoxamine. La deferoxamine permet en effet d'inhiber Staphylococcus epidermis 
30 sans inhiber Staphylococcus aureus, la concentration mise en oeuvre sera de 
preference comprise entre 0,0 1 et 0, 1 0 g/1. 

Dans un mode de realisation, le milieu selon Tinvention contient egalement 
un antibiotique glycopeptide choisi dans le groupe constitue de la vancomycine, la 
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teicoplanine et Pavoparcine et leurs melanges, afin de detecter les microorganismes 
resisiants k la fois k la mgticilline et k la vancomycins On peut utiiiser environ de 
. 5 mg/1 k 50 mg/I de ces antibiotiques, plus particuli&rement de 5 mg/1 k 30 mg/1, de 
10 mg/1 k 30 mg/1, environ 25 mg/L 
5 Dans le cadre de la pr6sente invention, les inventeurs ont montre qu'il n'est 

pas necessaire (Pavoir une forte charge osmotique dans le milieu de culture. Ainsi, 
contrairement aux milieux de detection de staphylocoques dovte r^sistants k la 
mSticilline, utilisant Poxacilline comme antibiotique, dans lesquels on ajoute du 
chlorure de sodium, lie milieu de culture de Pinvention est egalement fonctionnel 
1 0 avec une concentration de sodium inferieure k 3 %, et 6gale k environ 2-2,5 %. Les 
conditions d'incubation peuvent fitre adaptees en fonction de la quantity de chlorure 
de sodium dans le milieu (durie d'incubation, temperature plus ou moins eievee. . .). 

L'invenlion se rapporte egalement k Putilisation d*un milieu selon 
Tinvention pour la detection de microorganismes r&istants k la meticilline. 
15 L'invention se rapporte egalement k un procede de detection de 

microorganismes r&istants a la meticilline dans un echantillon, comprenant les 
etapes consistant k : 

inoculer un milieu selon Tinvention avec ledit echantillon ou. un 
inoculum issu dudit echantillon, 
20 - incuber ledit milieu dans des conditions permettant la croissance 

desdits microorganismes, 

detecter, sur ledit milieu, la presence desdits microorganismes 
r&istants k la meticilline, par la presence de colonies color^eS. 

Les conditions d'incubation sont connues de Phomme du metier, et on 
25 utilise gdneralement une incubation k des temperatures comprises entre 25°C et 
42°C, de preference entre 30°C et 38°C. 

Les durees d'incubation sont classiques (environ 24 heures). 
Selon le microorganisme considere, on peut utiiiser une dur6e d'incubation 
plus courte ou plus longue, travailler dans des conditions aSrobies pu anaerobies... 
30 Le milieu. selon Pinvention permet notamment de detecter aisement les 

staphylocoques resistants k la meticilline, en reduisant le temps d*analyse> La 
combinaison des antibiotiques choisis dans le cadre de Pinvention et des agents 
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chromogenes permet en effet de reduire le nombre de faux positifc el de faux 
negatifs, et de diminuer ainsi le besoin de realiser des analyses complementaires. 

EXEMPLES 
5 Exemple 1 

Composition d'un milieu selon l'invention pour la detection de S. aureus resistants 

, a la meticilline : 

Peptone etextrait de levure 40 g/1 

NaCI 25 g/1 

1 0 5 J bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate 0,1 0 g/1 

5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside 0, 05 g/1 
5-bromo 4-chloro 3-indoxyl galactoside 0, 05 g/1 
5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide 0, 05 g/1 
Deferoxamine 0,050 g/1 . 
15 Agar 15 g/1 

On ajoute, dans ce milieu, de Poxacilline (6 mg/ml) ou de la cefoxitine (5 mg/1), 
apres autoclavage, avant que le milieu ne soit solide (lorsqu'il est a une temperature 
d'environ45°C). 

Ce milieu contient du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 
20 4-chloro 3-indoxyl glucoside, pennettant la detection specifique des staphylocoques 
dores (coloration mauve des coloaies), ainsi que du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 
galactoside et du 5-bromo 4-chloro 3^indoxyl glucuronide, pour colorer les autres 
microorganismes pouvant fitre presents dans Pinocuhim. 

25 Exemple 2 

Etude de la croissance de souches de S. aureus resistantes a la meticilline sur le 
milieu CHROMagar Staph aureus (disponible par la societe CHROMagar, 4, Place 
du 1 8 Juin 1 940, 75006 Paris France) : 
AR4295 MetiS : souche sensible a la meticilline 
30 AR4297 MetiR : souche resistante a la meticilline (homogene) 
MRhet : souche resistante a la meticilline (heterogene) 
Z252 : souche resistante a la meticilline, homogene, faible niveau de resistance 
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AR4295 
MetiS 


AR4297 
MetiR 


MRhet 


Z252 


uruv.uiYiagar otapn aureus 


■ + 


+ 


+ 


+ 


CHROMagar Staph aureus 
+ oxacDline 6 mg/ml 




+/-* 






CHROMagar Staph aureus 
+ Cefoxitine5mg/I 

+ = croissance rff* mlnniAo • 




+ 


+ 


+ 



On inocule les boites de Pdtri avec des cultures bacttriennes en striant les boftes, 
pour observer la croissance de bact&ies isol<§es, apres incubation a 37°C pendant 24 
5 heures. 

Les bactSries qui croissent donnent des colonies mauves sur le milieu de culture, 
conformant que les microorganismes sont des staphylocoques dores. 



Ainsi, le milieu selon I'invention permet de dftecter directement les staphylocoques 
10 dor& risistants a la mdticilline, y compris les souches h&6rog6nes ou 4 faible 
niveau de r&istance, du fait de la combinaison de la croissance des bact&ies et de la 
coloration des colonies. 
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REW.NPICATIONS 

1. Milieu pour la detection de microorganismes resistants a ia meticilline, 
comprenant, outre des nutriments permettant la croissance desdits 

5 microorganismes, un antibiotique choisi dans le groupe des cephalosporines 

de seconde ou de troisieroe generation, et un.agent chromogene. liberant un 
chromophore apres hydrolyse avec une en2yme active chez lesdits 
microorganismes. 

2. Milieu selon la revendication 1, caracterise en ce que lesdits 
1 0 microorganismes sont des staphylocoques, en particulier des staphylocoques 

dores. 

3. Milieu selon la revendication 2, dans lequel ledit agent chromogene est 
choisi dans le groupe constitue du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et 
du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucoside. 

1 5 4. Milieu de culture selon l'uhe des revendications 1 a 3, caracteris6 en ce que 
ledit antibiotique est le cefamandole. 
5. Milieu de culture selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
ledit antibiotique est choisi dans le groupe des cephamicines et des 
oxacephems. 

20 6. Milieu selon la revendication 5, caractdrise en ce que ledit antibiotique est 
choisi dans le groupe constitue de la cefoxitine, le cefinetazole, le 
moxalactam, le cefotetan et le flomoxef. 
• 7. Milieu selon Tune des revendications 2 a 6, caracterise en ce qu'il contient 
du 5-bromo 6-chloro 3-indoxyl phosphate et du 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl 

25 glucoside. 

8. Milieu selon l'une des revendications 1 k 7, caracterise en ce qu'il comporte, 
en outre, au moins l*un des deux agents chromogenes suivants : 5-bromo 4- 
chloro 3-indoxyl galactoside et 5-bromo 4-chloro 3-indoxyl glucuronide. 

9. Milieu selon l'une des revendications 2 a 8, caracterisd en ce qu'il contient, 
30 en outre, un antibiotique choisi dans le groupe constitue de la vancomycine, 

la teicoplanine, ravoparcine, et leurs melanges. 

10. Milieu selon l'une des revendications 2 a 9, caracterise en ce .que la 
concentration en chlorure de sodium est inferieure k 3 %. 
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1 1 . Milieu selon Tune des revendications 1 & 10, caract£ris6 en ce que la 
concentration en antibiotique est comprise entre 0,5 et 50 mg/I. 

12. Milieu selon l'une des revendications 1 A 11, caract6ris6 en ce que la 
concentration d'un agent chromogSne est comprise entre 0,01 et 0,5 g/L 

13. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 k 12 pour la 
detection de microorganismes r&istants k la m&icilline. 

14. Proo§d<J de detection de microorganismes r&istants k la meticilime dans un 
echantillon, comprenant les 6lapes consistant k : 

- inoculer un milieu selon Tune des revendications 1 k 12 
avec ledit 6chantiIlon ou un inoculum issu dudit 
echantillon, 

- incuber ledit milieu dans des conditions permettant la 
croissance desdits microorganismes, 

- detecter, sur ledit milieu, la presence desdits 
microorganismes r&istants k la m^ticilline, par la presence 
de colonies colorees. 



W30QQD: <W O 2004 0270B6A 1 J _> 



INTERN/ ' ONAL SEARCH REPORT totionMo 

I PCT/FR 03/02788 



A. CLAS9FICATJDN □ 

IPC 7 C12Q1 

AmonllRDio Uvlemallora 


F SUBJECT MATTER """"^ 1 

/T4 

1 Patent Class! QcaUon flPCft or to both national dassmcailon'and IPC 


a FIELDS SEARCHED 


Minimum to cu mentation searched (dassHlcatlon system followed by ctaasillcallon symbols) 

IPC 7 C12Q 


Documenlallon searched oiher than minimum documentafloD to the extent thai such Arcuments are Included In the Raids searched 


Electron* data base consulted during the International search (name oJ data base and, where practical, search terms used) 

BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 


C, fW lUPMTt; r-ONSIDERED TO BE RELEVANT 






Ciiallnn ol document, wBh indication, wham appropriate, ol Iha relevant passages 


Relevant to claim No, 


X 


AYERS L W ET AL: "CEFOTETAN A NEW 
CEPHAMYCIN COMPARISON OF IN-VITR0 ANTI 
MICROBIAL ACTIVITY WITH OTHER CEPHEMS BETA 
LACTAMASE STABILITY AND PRELIMINARY 
RECOMMENDATIONS FOR DISC DIFFUSION 
TESTING" 

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 

vol. 22, no. 5, 1982, pages 859-877, 

XP008017736 

ISSN: 0066-4804 

the whole document 

abstract 

table 2 

table 7 

page 862, right-hand column, line 11 -page 
'863, right-hand column, line 10 


1,2,4-6, 
1-0-12 




«r doeurasnls ere listed In the continuation ot box C. j^j Patent family membera are listed la annex. 


• Speda] categories o| cllad documents : ^ bler document published after the International (Dmg^ate 

or priority date and not In conflict with the application but 
"A* document defining the general state of the art which Is not cfled to understand the principle or theory underlying the 

considered to be of particular relevance invention 
P E* earflBr document but published on or after the International -x» document of particular relevance; trie claimed Invention 

fltng dale cannot be considered novel or cannot bB considered to 
V document which may throw doubts on priority dalm(s) or brvotva an Inventive step when the document Is taken alone 

which Is cOed to establish the publication dale of another -y» documant of particular relevance; the claimed Invention 

dJatton or other special reason (as spedfted) cannot be considered to Involve an In vehllve step when the 

GUI Br itibijiib In Ihn nrt 

•p- document published prior to the International lIDngdatebut IL, mrmi ^^rf^om/s nsieni famlh; 
teler lhanthe prtorHydale claimed * documant member of the same patent lamiry 


Dale of the actual completion of the Intemaflonal search 

2 March 2004 


Date ot mailing of the IntemaUonal search report 

11/03/2004 


Nama and mailing addrass ot tbe ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL-Z2aOHVR0sw!Ik ] 
TaL (+31-70) 3<0-20«l. Tx. 31 651 epo 111. 
Fax: (^1-70) S4Wirre 


Authorized officer 

Tuyntnan, A 



J 



INTERNAT10 1. SEARCH REPORT 



jiati plication No 

PCT/FR 03/02788 



0(ConOiuiat|on) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT* 



(Baton of document, with lndfcalion,wnare appropriate, of the relevant passages 



Relevant to data No. 



JONES R N ET AL: "IN-VITRO ANTI MICROBIAL 
ACTIVITY EVALUATION OF CEFODIZIME HR-221 A 
NEW SEMI SYNTHETIC CEPHALOSPORIN" 
ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
vol. 20, no. 6, 1981, pages 760-768, 
XP008017735 
ISSN: 0066-4804 
the whole document 
page 761, left-hand column, line 32 
-right-hand column, line 45 
tables 2,4 

KLUYTMANS JAN ET AL: "Performance of 
CHROMagar selective medium and oxacillin 
resistance screening agar base for 
Identifying Staphylococcus aureus and 
detecting methicillln resistance." 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES JUL 2002, 

vol. 40, no. 7, July 2002 (2002-07), pages 
2480-2482, XP001157563 
ISSN: 0095-1137 
the whole document 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 199511 

Derwent Publications Ltd., London, GB: 

Class B04, AN 1995-077141 

XP002243919 

& JP 07 000181 A (KY0KUT0 SEIYAKU KOGYO 
KK), 6 January 1995 (1995-01-06) 
abstract 

MERLINO JOHN ET AL: "New chromogenic 

Identification and detection of 

Staphylococcus aureus and. 

methid 11 in-resistant S. aureus." 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

vol. 38, no. 6, June 2000 (2000-06), pages 

2378-2380, XP001157564 

ISSN: 0095-1137 

the whole document 



1,2,4,- 
10-12 



1-14 



1-14 



1-14 



3NSOCCIQ: <WO___2Q04a270B8A1_L> 



INTERNA^ nal search report 



jnlfiiro sllcatton No 

PCT/f R 03/02788 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
members) 



' Publication 



JP 7000181 



06-01-1995 JP 



3298932 B2 



08-07-2002 



RAPPORT DE RLwrtERCHE INTERNATIONALE 



)rtd« attentate No 

PCT/FR 03/02788 



1 Salon fa dassffleatton tntemaJtonate ties brevets (CIB) ou 6 la tobsetan ta classifies** nailonate et ia C1B " *~ 

I B. DOMAINES SUg LESQUELS LA RECHERCHE A P ORTE ' ' 

Do^nantaUon 5S consullee (eystema de dasstiftatlon sulvl des symbols da cJassement) 

Documentation consume autre qua fa *>cumentailon mtntmaie dans fa meaum ot cea docanxmta refcvent dea domains* eur legate a pone ta recterche 

BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDER ES COMME PERTINENTS 



I Categoric 



Identification des documents cUaa, avac, te cas ecnaant, rindtoalton das passages pertlnente 



no. des raven dfcaltons vfseas 



AYERS L W ET AL: "CEFOTETAN A NEW 
CEPHAMYCIN COMPARISON OF IN-VITRO ANTI 
MICROBIAL ACTIVITY WITH OTHER CEPHEMS BETA 
LACTAMASE STABILITY AND PRELIMINARY 
RECOMMENDATIONS FOR DISC DIFFUSION 
TESTING" 

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 

vol. 22, no. 5, 1982, pages 859-877, 

XP008017736 

ISSN: 0066-4804 

le document en entler 

abr§ge 

tableau 2 

tableau 7 

page 862, colonne de droite, llgne 11 
-page 863, colonne de droite, 11gne 10 



I fx] Voir la suite du cadre C pour b fin do la lisla das documents 



1,2,4-6, 
10-12 



[T~| ^ documents da famlites da brevets aont tndiques en annexe 



* Categories apaclaJes da documents cites: 

W ^SS^SS^ 1 ^IS*" 6 "* ^ * ^nkjue, non 
considers oomme part3oufieramanl pertJnent 

'E" document anlerfeur, mala puttie a la date de depot IrternaUonaJ 
j ou Hp res cette date 

V d ?SiH^P i P°*!i ant l***™ dodfi sn* une revendicauon de 
EL t? 1 ?. 0116 pour ^snnJnfir to dale de publication tfune 
autre cltauon ou pour una ralson spedate (telle qutnoTqufia) 

| 'O- documenlsarfiraram a une cft/uJoatton orate, aunusaga, a 
une exposition ou f ous etflres moyens 

§r ^SlrS^,^ 11 !^^ 9 International, mats 

postertetTOment a fa date de prtoritd revencUquee 



I Dale a tequefie ta recherche Internationale a m effecHwemanl achevee 

2 mars 2004 



*** ^Si^LiE^S V** ^ dale de oepot International ou la 
date do prtcrtie et nappanertenam pas a Petat de ta 
techrtqueperflnenL maiscaepour«)nTprendft3lepi1notpe 
ou ta thfione consiauam la base de i^entJofl 

SSS^Sf !f JH?™ 3 2°"^ ou impRquantune aetata 
fnventfva par rapport eu doaimant consider bolement 

^o^JS^ 11 ^!^ 01 P^nti f^wm Hon ravendtouee 
'&' Q*cumerrt<^tBj|partta^^ 



Date cfexpediaon du present rapport de recherche hitematlonale 

11/03/2004 



| Norn et adrasse p estate de radrntntstralton charges da ta recherche Internationale 

^^SlP^L^J^ 6 ^ p - a 581 8 Patentlaan 2 
NL-22aDHVR5swflk 

Tel (+31-70) S40-2O40, Tbc 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3018 




SOOCttX <WO_ - __20O4O27D8SAl J_> 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



OemsndJ »uonB»eN» 

PCT/FR 03/02788 




JONES R N ET AL: "IN-VITRO ANTI MICROBIAL 
ACTIVITY EVALUATION OF CEFODIZIME HR-221 A. 
NEW SEMI SYNTHETIC CEPHALOSPORIN" 
ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
vol. 20, no. 6, 1981, pages 760-768, 
XP008017735 
ISSN: 0066-4804 
le document en entler 
page 761, colonne.de gauche, ligne 32 
-colonne de drolte, ligne 45 
tableaux 2,4 

KLUYTMANS JAN ET AL: "Performance of 
CHROMagar selective medium and oxacillin 
resistance screening agar base for 
identifying Staphylococcus aureus and 
detecting methicillin resistance." 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 

volT E 40^ U no. 7,'juillet 2002 (2002-07), 

pages 2480-2482, XP001157563 

ISSN: 0095-1137 

le document en entler 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 199511 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 1995-077141 

YPO02243919 

& OP 07 000181 A (KYOKUTO SEIYAKU KOGYO 
KK), 6 janvier 1995 (1995-01-06) 
abrege 

MERLINO JOHN ET AL: "New chromogenic 

identification and detection of 

Staphylococcus aureus and 

meth1c11Hn-res1stant S. aureus." 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

vol. 38, no. 6, juih 2000 (2000-06), pages 

2378-2380, XP001157564 

ISSN: 0095-1137 

le document en entler 



1.2,4, 
10-12 



1-14 



1-14 



1-14 



nfcjKnmn- *un pmvu»7nAftAi I > 



RAPPORT DE Fu-OHERCHE INTERNATIONALE ,.' de * 

, I PCT/FR 0V02788 

• Document brevBtoltt I Datede 1 Membrsfs) de la ' I Datede 

au rapport da recherche ■ | • publtoattan , | fanffltedegglW. |. . p?Sn 

JP 7000181 A • 06-01-1995 JP 3298932 B2 08-07-2002 



<WD 2004C270eaA1J_> 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



